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Abreg6 


The invention concerns a method for making a biochip and a biochip, said biochip consisting in particular 
of biological probes grafted on an conductive polymer. The inventive method comprises the following 
steps: a) structuring a substrate so as to obtain on said substrate microwells comprising at their base a 
layer of a material capable of initiating and promoting adhesion thereon of a copolymer film of pyrrole 
and pyrrole functionalised by electropolymerisation; b) collective electropolymerisation so as to form an 
electropolymerised film of a copolymer of pyrrole or functionalised pyrrole on the base of said 
microwells; c) directly or indirectly fixing functionalised oligonucleotides by micro-deposition or liquid jet 
printing process. 
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Description 



PROCEDE DE FABRICATION D'UNE BIOPUCE ET BIOPUCE 
Domaine technique de Tinvention 

La prSsente invention se rapporte & un procSde de fabrication d'une biopuce et £ une biopuce, ladite 
biopuce etant constitute notamment de sondes biologiques greffees sur un polymere conducteur. 

Les dispositifs d'analyse biologique, par exemple de type puce & ADN, constituent des outils 
performants pour Tanalyse en paralieie d'un grand nombre de gnes ou de sequences d'ADN ou d'ARN. 
Leur principe de fonctionnement repose sur la propriete d'hybridation ou d'appariement de deux brins 
de sequences compiementaires afin de reconstituer la double heiice d'ADN. Pour ce faire, des sondes 
d'oligonucieotides de sequence connue, immobilisSes sur un substrat support, sont mises en presence 
de cibles extraites d'un echantillon biologique d analyser, et marquees a I'aide de marqueurs 
fluorescents. 

L'hybridation est ensuite rep6ree et la sequence detectee par analyse de la surface de la puce par un 
marqueur approprte par exemple permettant de detecter la sequence par fluorescence. 

Des technologies tr&s differentes ont ete utilises pour la realisation de ces matrices de sondes. 
Diverses techniques demobilisation ou de greffage des sondes sur des substrats differents ont fait 
Tobjet d'etudes et de developpements industriels importants. 

Etat de Tart anterieure 

11 existe principalement trois methodes d'adressage de sondes chimiques qui constituent des 
approches differentes de realisation et d'utiiisation de sondes pour differents domaines d'application. II 
s'agit de I'adressage photochimique, de I'adressage mecanique, par exemple par micropipetage a 
Taide d'un robot disperseur, et de I'adressage eiectrochimique. 

Par exemple, I'adressage eiectrochimique peut 

t tre utilise pour les sondes d'oligonucieotides. Pour ce faire, des matrices d'eiectrodes adressees 
individuellement sont realisees sur un substrat de verre. 

Le principe demobilisation des sondes biologiques repose sur un depot par eiectropolym6risation d'un 
copolymere de pyrrole et de pyrrole substitue par un oligonucleotide (Py-ODN), portant un 
oligonucleotide greffe sur un noyau de pyrrole soit directement, soit indirectement par I'intermediaire 
d'un espaceur. 

Dans le but de developper des systemes d'analyse biologique massivement paralieies, a grande 
capacite ou densite de sites actifs, il est necessaire de pouvoir adresser individuellement un nombre 
important de sondes. 

Les procedes utilisant un adressage eiectrochimique necessitent d la fois une matrice importante 
d'eiectrodes et de connexions et un multiplexeur pour indexer eiectriquement chacun des sites de la 
puce. De plus, dans ces procedes, il faut realiser 1 'eiectropolymerisation par trempage de la puce 
entiere successivement dans des solutions de chacun des Py-ODN contenus dans la cellule. Ces 
procedes sont done Iimit6s a des puces de faible densite, c'est-£-dire d'environ une centaine de 
sondes, pour des applications limitees et specifiques. 

D'autres procedes ont encore ete decrits dans Cart anterieur remplagant avantageusement I'adressage 
eiectrique individuel par un adressage mecanique. II reste cependant un inconvenient, celui de realiser 
des eiectropolymerisations dans des microcuvettes, avec un volume de solution de I'ordre du nanolitre, 
pour lequel il est necessaire de retarder I'evaporation apres micropipetage de I'ensemble des sondes 
sur fa plaquette afin que reiectropolym6risation puisse se faire. 

Expose de Tinvention 

La presente invention a precisement pour but de resoudre les probiemes precites en fournissant un 
precede de fabrication d'une biopuce constituee notamment de sondes biologiques greffees sur un 
polymere conducteur, (edit precede presentant notamment I'avantage de ne necessiter I'utilisation que 
d'une seule solution d'un melange en proportion adequate de pyrrole et de pyrrole substitue (Py et Py- 
R-F ou F et une fonction chimique reactive et R est un groupement espaceur aliphatique ou 
aromatique) pour une seule eiectrodeposition collective sur I'ensemble des microcuvettes. 
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Le proc6de de I'invention se caracterise en ce qu f il comprend les etapes suivantes : a) structuration 

d'un substrat de maniere £ obtenir sur 

ce substrat des microcuvettes comprenant dans leur 

fond une couche d'un materiau capable d'initier et 

de promouvoir I'adhesion sur celle-ci d'un film d'un 

copolymere de pyrrole et de pyrrole fonctionnalise 

par eiectropolymerisation, b) eiectropolymerisation collective, de maniere d 

former un film eiectropolymerise d'un copolymere de 

pyrrole et de pyrrole fonctionnalise sur le fond 

desdites microcuvettes, sur la couche dudit 

materiau, £ partir d'une solution de pyrrole et de 

pyrrole fonctionnalise, en presence de r6actifs 

chimiques appropries pour ladite 

eiectropolymerisation, c) fixation directe, ou indirecte, d'une sonde 

biologique sur le pyrrole fonctionnalise, par 

injection d'une solution de la sonde biologique, au 

choix dans une ou plusieurs microcuvette (s) en 

presence de r6actifs chimiques n6cessaires £ la 

fixation directe, ou indirecte, de cette sonde 

biologique sur le pyrrole fonctionnalise. 

Selon I'invention, la couche du materiau capable d'initier et de promouvoir I'adhesion du film de 
copolym£re de pyrrole et de pyrrole fonctionnalise par eiectropolymerisation sur celle-ci peut tre une 
couche metallique, I'etape a) pr6citee pouvant alors comprendre une etape de depdt de ladite couche 
metallique sur le substrat, et une etape de depdt d'une couche de resine ou de polymere sur la couche 
metallique et de dSveloppement ou de gravure de ladite couche de maniere £ former les microcuvettes 
dont le fond est constitue au moins en partie de la couche metallique. 

Selon I'invention, la couche metallique peut tre par exemple une couche d'or, une couche de cuivre ou 
d'argent ou d'alumlnium. 

Selon I'invention, le substrat peut tre par exemple une plaquette de silicium, une plaquette de verre ou 
un support plastique flexible si n6cessaire. 

Selon un autre mode de realisation de la presente invention, I'etape a) peut comprendre en outre une 
etape de traitement de la couche d'or au fond des microcuvettes en presence d'un pyrrole 
fonctionnalise par exemple avec un groupement thiol de maniere £ former une monocouche de pyrrole 
sur ladite couche metallique, par exemple sur ladite couche d'or, au fond desdites microcuvettes. Cette 
monocouche est capable d'initier et de promouvoir I'adhesion d'un film de poiypyrrole par 
eiectropolymerisation comme I'ont montr6 R. Simon et coll. (J. Am. Chem. Soc, 1982,104, 2031). II 
s'agit d'une monocouche auto-assembiee (SAM) d'un pyrrole fonctionnalise pour son accrochage sur le 
fond des microcuvettes. 

Selon I'invention, le pyrrole fonctionnalise peut tre un pyrrole qui presente un groupement chimique 
permettant sa fixation par liaison covalente avec la couche metallique, et/ou avec la sonde biologique. 
Dans le cas de sa fixation £ la couche metallique, par exemple £ la couche d'or, un pyrrole 
fonctionnalise avec un groupement thiol ou disulfure peut egalement tre utilise. 

Par exemple, le pyrrole fonctionnalise avec un groupement thiol peut avoir la formule chimique 
suivante : 



dans laquelle n peut avoir une valeur allant de 1 £ 10, par exemple n peut tre egal £ 6. 

Pour une electrode metallique en aluminium, on peut choisir un pyrrole fonctionnalise avec un groupe 
COOH. 



Selon un autre mode de realisation de la presente invention, le substrat peut tre une plaquette de 
silicium et la couche capable d'initier et de promouvoir I'adhesion sur celle-ci d'un film de poiypyrrole 
par eiectropolymerisation, peut tre une couche de silane presentant un alignement de sites pyrroles. 
L'etape a) du precede de la presente invention peut alors comprendre une etape de depat d'une 
couche de resine sur la plaquette de silicium, ladite plaquette de silicium etant recouverte d'un film de 
Si02, et de gravure de ladite couche de resine de maniere £ former les microcuvettes dont le fond est 
constitue au moins en partie du film de Si02 ; et une etape de traitement des microcuvettes au moyen 
d'un agent de siianisation fonctionnalise avec un pyrrole de maniere £ fixer, sur le film de Si02, dans le 
fond des microcuvettes la couche de silane presentant un alignement de sites pyrroles. 
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Selon 1'invention, I'agent de silanisation peut tre choisi dans un groupe comprenant ie 

N- (3- (trimethoxy silyl) propyl) pyrrole, ou tout autre pyrrole fonctionnaiise avec un groupement-SiCI3 

ou -Si (OMe) 3. Le film de Si02 peut tre un film naturel de 

Si02 present sur les plaquettes de silicium. 

Selon 1'invention, quel que soit le mode de realisation, la rSsine peut tre une r6sine photosensible, dont 
ie masquage, I'insolation et ie developpement permettent de former les microcuvettes. 

Selon invention, 1 'eiectropolymerisation collective de retape b) du procede peut tre par exemple 
r<§alis6e par trempage du substrat structure obtenu a retape a) precitee dans un bain eiectrolytique 
comprenant une solution de pyrrole, de pyrrole fonctionnaiise, et de r&actifs chimiques appropries pour 
1 'eiectropolymerisation, en presence d'une contre-eiectrode a reiectrode de travail qui trempe dans le 
bain eiectrolytique et est ind6pendante du substrat structure. 

Selon I'invention, dans cette etape b), le pyrrole fonctionnaiise peut tre un pyrrole comportant un 
groupement choisi dans un ensemble comprenant un groupement NH2, un groupement thiol, un 
groupement ester succinirnide, un groupement trimethoxy silyl, un groupement carboxylique,ald6hyde 
et isothiocyanate. 

Selon Invention, le pyrrole fonctionnaiise par 1 'eiectropolymerisation peut par exemple tre choisi parmi 
un des composes suivants : 



PYRROLE 



N-ETHYLAMINE PYRROLE 



N (3- (TRIMETHOXY SILYL) PROPYL) PYRROLE 



PYRROLE fonctionnaiise avec un thiol 



PYRROLE fonctionnaiise en 3'par un ester succinimydyl. 

Selon I'invention, le bain eiectrolytique peut tre un melange de pyrrole et de pyrrole fonctionnaiise en 
proportions adequates pour former un film presentant un nombre desire d*unit6s de pyrrole 
fonctionnaiise. 

Ainsi, le procede de I'invention permet de choisir le nombre de sondes biologiques par microcuvette, 
car selon ce procede, les sondes biologiques sont fixees, soit directement, soit indirectement, sur ces 
pyrroles fonctionnalises. 

L'etape c) suivante du procede de I'invention consiste en une fixation directe ou indirecte d'une sonde 
biologique sur le pyrrole fonctionnaiise. 

Selon I'invention, lorsque la fixation de la sonde biologique est indirecte, retape c) du procede de 
Tinvention peut comprendre en outre, avant la fixation de la sonde biologique, une fixation collective 
d'un agent de reticulation sur le pyrrole fonctionnaiise, en presence de reactifs chimiques appropries, 
ledit agent de reticulation comportant une premiere fonction permettant sa fixation sur le pyrrole 
fonctionnaiise, et une deuxieme fonction permettant la fixation de la sonde biologique sur ledit aqent de 
reticulation. * 

Selon I'invention, I'agent de reticulation peut par exemple tre un agent de reticulation bifonctionnel. 

L'agent de reticulation peut par exemple presenter une fonction ester de la N-hydroxysuccinimide et 
une fonction maleimide. 

Selon I'invention, l'agent de reticulation peut par exemple tre choisi parmi un des composes suivants : 



ester de N-hydroxysuccinimide fonction maieique 
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SMPB succinimidyl 4-(p-mal6imidoph6nyl) butyrate 
GMBS 

N-maieimidobutyryloxy succinimide ester, 
un diaktehyde du type 



GLUTARALDEHYDE, un diisothiocyanate du type 
1,4-PHENYLENE DIISOTHIOCYANATE, 



ANHYDRIDE SUCCINIQUE ou acide succinique ou un d6riv6 de ces composes. 

Tous les agents de reticulation bi-fonctionnels precites sont bien adaptes pour les polypyrroles 
fonctionnalises avec le groupement-CH2-CH2-NH2 en position 1 sur I'azote. Mais une 
eiectropolymerisation avec un pyrrole fonctionnalise avec d'autres groupements sont aussi possibles. 
Par exemple 

Py-CH2-CH2-NH2, Py-SH, Py-succinimidyl ester (en 3), 

Py-hydrazine avec une substitution en 1 sur I'azote ou en 3 sur le cycle pyrrole, permettant 
d'immobiliser les oligonucleotides, soit directement, soit par rintermediaire d'un agent de reticulation, 
par exemple bi-fonctionnel. 

Les agents de reticulation suivants peuvent done tre utilises dans le procede de la presente invention : 

a) un dialdehyde du type glutaraidehyde, qui peut 
reagir sur les fonctions NH2 du film de 
polypyrrole (etape collective) puis sur la 
fonction NH2 d'un oligonucleotide termine par 
exemple par un phosphate portant un groupement 
amine, par une etape individuelle dans les 
microcuvettes ; 

b) un diisothiocyanate qui peut egalement r6agir 
sur la fonction amine du polypyrrole 
fonctionnalise par une extremite (etape 
collective) puis sur une fonction amine d'un 
oligonucleotide termine par un phosphate avec 
un groupement espaceur fonctionnalise avec 
NH2; 

c) un anhydride succinique qui par ouverture met 
en jeu deux fonctions acides capables de reagir 
sur les NH2 du polypyrrole et d'autre part sur 
ies NH2 d'un oligonucleotide fonctionnalise 
avec NH2. 

Selon I'invention, la sonde biologique qui va tre a I'origine de la sp6cificit6 de la biopuce fabriquee, peut 
tre choisie par exemple parmi un oligonucleotide, un ADN, un ARN, un peptide, un glucide, un lipide, 
une proteine, un anticorps, un antigene. 

Selon I'invention la sonde biologique est de preference fonctionnalis6e pour pouvoir tre fixee soit 
directement, soit indirectement sur le pyrrole fonctionnalise. Cette fonctionnalisation a pour but de fixer 
sur la sonde biologique un groupement chimique capable de former une liaison covalente entre la 
sonde biologique et le pyrrole fonctionnalise. 

Elle peut tre par exemple fonctionnalisee avec un groupement thiol, avec un groupement NH2, 
aldehyde, un groupement-COOH ou encore un groupement phsopahte acide. 

Par exemple lorsque la sonde biologique est un oligonucleotide, elle peut tre fonctionnalisee avec un 
groupement thiol (SH). Les oligonucleotides fonctionnalises avec S-H peuvent tre prepares selon une 
procedure connue, par exemple en fin d'une synthese automatis6e d'oligonucieotides. 

Dans un cas ou il est plus facile de disposer d'oligonucieotides fonctionnalises avec NH2, il est possible 
par exemple de synthetiser un pyrrole fonctionnalise avec un S-H pour la copolymerisation, d'utiliser 
par exemple SMPB avec ses deux fonctions specifiques et d'immobiliser les oligonucleotides 
fonctionnalises avec NH2 par liaison covalente avec la fonction succinamide de cet agent de 
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reticulation. 

Dans le cas (^oligonucleotides termines en 3' par un nucleotide N-m6thyl uridine, une reaction 
d'oxydation sur cette fonction permet d'obtenir un oligonucleotide fonctionnalise avec une fonction 
aldehyde, capable de reagir directement, c'est-a-dire par exemple sans I'agent bifonctionnel sur le 
polypyrrole fonctionnalise avec NH2. 

Pour fonctionnaliser un oligonucleotide avec une fonction NH2, Tune des methodes utilisables selon le 
proc6de de la presente invention peut consister £ faire un couplage entre ^oligonucleotide et le 
N-trifluoroacetyl-6 amino hexyl-2 cyanoethyl 
NN'-diisopropyl phosphoramidite disponible dans le commerce. 

Par ailleurs, un oligonucleotide fonctionnalise avec NH2 peut par exemple tre converti en 
oligonucleotide termine par un thiol par une reaction avec le dithiobis (succinimidylpropionate). 

Les oligonucleotides sondes fonctionnalises peuvent par exemple tre preieves par micropipetage dans 
des micropuits et injectes dans les microcuvettes par exemple par rintermediaire d'un microrobot 
dispenseur ou par impression par jets. Ces appareils sont bien connus de 1'homme du metier. 

Le procede de la presente invention permet avantageusement de choisir le nombre de sondes par site 
actif, c'est-a-dire par microcuvette en jouant sur la proportion de pyrrole fonctionnalise par rapport au 
pyrrole. 

La densite de sondes souhaitee peut tre controiee par exemple par fixation d'oligonucieotides 
marquees en extremite de chaTnes par une biotine et en utilisant la reconnaissance par streptavidine- 
Cy3 par une analyse de surface de la puce par les methodes classiques de detection par fluorescence. 

Un autre avantage du procede de Tinvention reside dans le fait que les deux operations collectives, 
eiectropolymerisation et eventuellement fixation de I'agent de reticulation, peuvent se faire par lots sur 
un grand nombre de plaquettes en paralieie. 

Les plaquettes ayant subi les etapes a) et b) du procede de I'invention sont aussi appeiees"ebauches 
de biopuces". Elles sont prtes & tre soumises d retape de fixation directe ou indirecte d'une sonde 
biologique, par exemple d'un oligonucleotide conforme £ la presente invention. 

Ainsi, le procede de ['invention permet par exemple de fabriquer une puce oligonucieotidique 

comprenant dans cet ordre : -soit un substrat de silicium recouvert de silice, et 

d'une couche de silane fonctionnalise avec des 

pyrroles, -soit une couche d'or ou une couche silane presentant 

des sites pyrroles, -soit une couche d'or avec ou sans une couche de 

promotion et d'adherence de 1 'eiectropolymerisation 

(basee sur un pyrrole fonctionnalise avec un thiol 

-SH), -soit une couche d'aluminium avec un pyrrole 

fonctionnalise avec un-COOH, -et une couche de resine dans laquelle des 
microcuvettes ont et6 realisees de telle sorte que 
le fond desdites microcuvettes est constitue au 
moins en partie de la couche d'or ou de la couche de 

silane presentant des sites pyrroles, -et une couche d'un copolymere de pyrrole et de 
pyrrole fonctionnalise, fixee sur la couche d'or ou 
la couche de silane presentant des sites pyrroles 
constituant le fond desdits microcuvettes, le 
pyrrole fonctionnalise etant lie ou non 3 un agent 

de reticulation bifonctionnel, -et un oligonucleotide fixe directement sur le 
pyrrole fonctionnalise, ou indirectement sur le 
pyrrole fonctionnalise par I'intermediaire de 
I'agent de reticulation lie au pyrrole. 

D'autres avantages et caracteristiques de la presente invention apparattront encore a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre illustratif et non limitatif, en reference aux dessins en 
annexe. 

Breve description des figures 

-La figure 1 est un schema d'une vue en coupe d'un substrat structure selon un premier mode de 
realisation des etapes a) et b) du procede de la presente invention. 
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-La figure 2 est un schema d'une vue en coupe d'un substrat structure selon ie mode de realisation 
represents sur fa figure 1 , et comprehant en outre un agent de reticulation pour une fixation indirecte 
d'une molecule biologique. 

-La figure 3 est un schema d'une vue en coupe d'un substrat structure represente sur la figure 2 
illustrant la fixation indirecte d'un oligonucleotide sur I'agent de reticulation. 

-La figure 4 est un schema d'une vue en coupe d'un substrat structure selon un second mode de 
realisation du precede de la pr6sente invention. 

-La figure 5 est un schema d'une vue en coupe d'un substrat structure selon un troisieme mode de 
realisation des etapes a) et b) du proc6de de la presente invention. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Fabrication d'une biopuce constituee notamment d'oligonucieotides greffes sur un 
polymere conducteur selon un premier mode de realisation de la presente invention. 

Selon ce premier mode de realisation, relatif notamment & retape a) du procede de I'invention, une 
couche d'or est deposee sur une plaquette de silicium de maniere a former une electrode de travail 
pour 1'eiectropolymerisation d'un copolymere de pyrrole et de pyrrole fonctionnallse. Cette couche d'or 
est deposee par une technique classique d'evaporation sous vide ou pulverisation cathodique. Elle a 
une epaisseur 

0 d'environ 1000 £ 5000 A et constitue reiectrode de travail collective. 

Une resine photosensible est deposee sur reiectrode en or et une etape de photolithographie permet 
de pratiquer des ouvertures dans la resine de maniere £ former des microcuvettes comportant 
reiectrode de travail dans leur fond, ces microcuvettes peuvent tre adressees simultanement 

La resine utilisee est de preference : 

a) une resine photosensible de type positif 
(Novolaque + diezonaphtoquinone £ developpement 
en milieu alcalin) ; 

b) une resine photosensible negative de type 
Polyimide (OLIN) a developpement dans un 
solvant organique ; 

c) soit un polymere grave par gravure seche ou 
humide. 

Les microcuvettes formees ont une dimension de 100x100x30 urn. 

La resine est deposee sur reiectrode en or par une technique classique de centrifugation £ la tournette 
("spinning"). Un substrat structure selon retape a), du procede de la presente invention est ainsi 
obtenu. 

L'etape b) d'eiectropolymerisation collective est realis6e en utilisant une solution de pyrrole et de 
pyrrole fonctionnalise. 

Dans cet exemple, le pyrrole fonctionnalise est le N-ethylaminepyrrole, et la solution utilisee pour 
1'eiectropolymerisation est une solution aqueuse/ethanol ou acetonitrile comprenant 0,1 mole de 
pyrrole, et un rapport molaire pyrrole fonctionnalise/pyrrole de 5% a 0,5% en poids de pyrrole 
fonctionnalise. Cette solution est appeiee ci-apres bain eiectrolytique. 

L'obtention du monomere de pyrrole fonctionnalise avec une fonction NH2 est aisee et est decrite par 
exemple dans I. Jirkowsky, R. Baudy, 
Synthesis 1981, p. 481. 

L'eiectropolymerisation est realisee par trempage dans le bain eiectrolytique du substrat structure 
obtenu precedemment, avec des reactifs appropries pour 1 'eiectrochimie. Ces reactifs sont par 
exemple des sels eiectrolytiques (Li+CI04, sels d'ammonium quaternaires, Li-toxylate, ou du 
polystyrene sulfonate de lithium, de potassium ou de sodium). 

Les solvants pour 1'eiectropolymerisation sont, par exemple, le CA3CN, I'eau, rethanol et les melanges 
eau-ethanol. Le pyrrole contenu dans le bain presente une concentration de I'ordre de 10-1 & 10-3 M/l. 

Une contre-eiectrode en platine et une electrode de reference au calomel trempent dans ie bain 
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eiectrolytique et sont independantes de ia plaquette de silicium, seule Ifelectrode de travail est integree 
£ la structure de la plaquette. 

Un film de copolymere de pyrrole et de pyrrole fonctionnalise est ainsl forme et depose uniquement sur 
le fond des microcuvettes par eiectrodeposition. 

La figure 1 est un schema d'une vue en coupe du substrat obtenu selon ce premier mode de realisation 
du procede de la presente invention. Sur cette figure, la reference 1 se rapporte au substrat structure 
forme dans cet exemple, constitu6 d'une plaquette de silicium 3, d'une couche d'or 5 f et d'une couche 
de r6sine photosensible 7. La reference 9 se rapporte & la liaison de ia couche d'or avec un g6n6rateur 
de courant eiectrique pour reiectropolymerisation, la reference 10 £ une microcuvette, et les 
references 11 et 1 3 se rapportent au copolymere de pyrrole (reference 1 1 ) et de N-ethylamine pyrrole 
(reference 13) forme par eiectrodeposition sur la couche d'or 5 au fond de la microcuvette 10. 

Dans cet exemple, i'etape c) de fixation de la molecule biologique est une etape de fixation indirecte. 
Elle comprend la fixation d'un agent de reticulation sur la fonction NH2 du N-ethylamine pyrrole 
eiectrodepose sur le fond des microcuvettes. 

L'agent de reticulation utilise dans cet exemple est le succinimidyl 4-(p-maieimidophenyl) butyrate) 
(SMPB) decrit precedemment. 

Cette fixation est realisee en formant une liaison covalence entre la fonction NH2 du pyrrole 
fonctionnalise et la fonction succinate du SMPB. 

Elle est realisee par trempage du substrat precedemment forme dans une solution 10-3M de SMPB 
dans un solvant (dimethylformamimide). 

Le polypyrrole forme est insoluble dans cette solution et dans la majorite des solvants courants. 

La figure 2 est un schema d'une vue en coupe du substrat structure ainsi obtenu. Sur ce schema, la 
reference 1 se rapporte au substrat structure represenfe sur ia figure 1 , et la reference 15 se rapporte £ 
I'agent de reticulation SMPB. Cette figure 2 montre aussi la reaction entre le groupe succinimide de 
I'agent de reticulation et la fonction amine du pyrrole. 

On a done realise dans cet exemple des microcuvettes recouvertes d'un polypyrrole presentant une 
fonctionnalisation de surface, grace au SMBP, de groupements r6actifs de type maieimide. 

Ces groupements maieimide de SMBP permettent la fixation de la sonde biologique sur le film de 
polypyrrole precedemment eiectrod6pose. 

La sonde biologique utilisee dans cet exemple est un melange d'oligonucieotides fonctionnalises avec 
un groupement thiol SH. 

Les oligonucleotides ont ete prepares par une synthese automatisee classique, et fonctionnalises avec 
un groupement thiol. Les oligonucleotides fonctionnalises sont preieves par micropipetage dans des 
micropuits et injecfes dans les microcuvettes par I'intermediaire d'un microrobot dispenseur. 

La figure 3 est un schema d'une vue en coupe du substrat structure represente sur la figure 2, illustrant 
la fixation de I'oligonucleotide sur I'agent de reticulation. Sur cette figure, la reference 1 se rapporte au 
substrat structure forme dans cet exemple, les references 11 et 1 3, comme sur les figures 1 et 2, se 
rapportent au copolymere de pyrrole et de 

N-ethylamine pyrrole, la reference 15 £ I'agent de reticulation SMBP represente sur la figure 2 et la 
reference 17 se rapporte £ un oligonucleotide. Cette figure 3 montre aussi la reaction entre la fonction 
maieimide de I'agent de reticulation et I'oligonucieotide-SH. 

La densite de sonde a ete analysee par fixation d'oligonucieotides marques par une biotine (reference 
19 sur la figure 3) et en utilisant une reconnaissance par la streptavidine Cy3 (reference 21 sur la figure 



L'analyse a 6te r6aiis6e par une rrfethode classique de detection par fluorescence, appliquee au couple 
biotine-streptavidine. 

Exempie 2 : Fabrication d'une biopuce constituee notamment de sondes d'oligonucieotides greffees sur 
un polymere conducteur selon un second mode de realisation du procede de la presente invention. 
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Selon ce deuxi6me mode de realisation, relatif notamment d l'6tape a) du procede de 1'invention, une 
r6sine photosensible negative est deposee sur une plaquette de silicium recouverte d'un film naturel de 
Si02 

Comme dans Vexemple 1, des microcuvettes sont alors formees par photolithographie de telle mani&re 
que le fond des microcuvettes, appeiees aussi ci-apres sites, soit constitue par la couche d'oxyde de 
silicium. 

On procede ensuite £ une fonctionnalisation des sites par silanisation : cette fonctionnalisation est une 
etape collective du procede de I'invention, elle est r6alis6e par trempage de la plaquette de silicium 
comportant les microcuvettes formees precedemment dans une solution d'un agent de silanisation 
fonctionnalise avec un pyrrole dans un solvant approprie. L'agent de silanisation est le N- (3- 
(trimethoxysilyl) propyl) pyrrole, et le solvant est un melange ethanol/eau (95/5) ou du toluene. 

On obtient sur le fond des microcuvettes, ou sites, une monocouche de silane presentant un 
alignement regulier de sites pyrrole. 

Cette monocouche est capable d'initier et de promouvoir l'adh6sion d'un film de polypyrrole par 
eiectropolym6risation : elle forme une electrode de travail pour 1 'eiectropolymerisation collective du 
procede de la presente invention. 

L'eiectropolymerisation sur une telle monocouche est par exemple decrite dans Particle de R. 
Simon et Coll ; J. Am. Chem. Soc. 1982,104,2031. 

L'etape suivante est l'etape b) du procede de I'invention, d'eiectropolymerisation d'un copolymere de 
pyrrole et de N-6thylamine pyrrole note ci-apres Py et 

Py-R-F, ou R et F sont respectivement un groupement espaceur et une fonction chimique reactive. 

La plaquette de silicium fonctionnalisee par le silane pyrrole constitue en fait I'anode d'une cellule 
d'eiectrolyse. Elle est plongee dans un bain eiectrolytique approprie, contenant les deux polymeres, 
une contre-eiectrode et une electrode de reference. 

Le bain eiectrolytique comprend outre Py et 

Py-R-F des sels eiectrolytiques de Li+ dans un solvant eau/ethanol ou acetonitrile. 

La contre-eiectrode est une electrode de platine. Au cours de l'eiectropolymerisation, les noyaux 
pyrrole et pyrrole substitue viennent s'inserer et se lier aux motifs pyrrole de la monocouche de silane. 

La figure 4 en annexe illustre le produit ainsi obtenu, elle montre aussi la formation de liaisons 
covalentes entre les differents cycles pyrrole. 

Sur cette figure, la reference 32 se rapporte a la plaquette de silicium, la reference 34 £ la couche de 
resine photosensible, la reference 35 £ une microcuvette, la reference 36 & la monocouche de silane, 
et la reference 38 & la couche de copolymere de pyrrole et de pyrrole fonctionnalise. 

La fabrication de la biopuce est achev6e comme dans 1 'exemple 1 : -reactions avec Tagent de 
reticulation 

bifonctionnel : etape collective, -immobilisation des sondes d'oligonucieotides 
fonctionnalises avec un groupement thiol (-S-H) par 
adressage mecanique avec un robot par impression 3 
jets de liquide (tte piezoeiectrique) de type GESIM 
ou avec un robot de type BROWN. 

Exemple 3 : Fabrication d'une biopuce constituee notamment de sondes d'oligonucieotides greffes sur 
un polymere conducteur selon un troisieme mode de realisation du procede de la presente invention. 

Dans cet exemple de rea 

L'ensemble couche d'or et pyrrole fixe sur celle-ci formant une electrode de travail pour 
relectropolymerisation collective de I'etape b) du procede de I'invention. En fait, I'echantillon sert 
d'anode pour Tamorgage collectif de 1'eiectropolymerisation. 

Les etapes b) et c) du procede de I'invention ont alors ete realisees comme dans les exemples 1 et 2 
precedents. 
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La figure 5 en annexe est un schema illustrant ie produit obtenu dans cet exemple. II s'agit d'une vue 
en coupe d'un substrat structure 40 comprenant une piaquette de sillcium 42, une couche d'or 44, une 
couche de rSsine 46 photosensible dans laquelle sont form6es des microcuvettes 48, une monocouche 
de pyrrole 50 accroch§e sur Tor au fond des microcuvettes, et un film 52 de copolym£re de pyrrole (Py) 
et de pyrrole fonctionnalis6 



Sur cette figure, les fteches courbes indiquent r6lectrod6position du film pr6cit6 sur le pyrrole 50 
fonctionnalis6 accrochS par des groupements thiol sur Tor au fond des microcuvettes. 

Exemple 4 : Complements 

Une autre approche consiste d utlliser un depdt de polypyrrole fonctionnalisS, comme : 

'soit un support d'immobilisation 

d'oligonucteotides, 

'soit un support pour le d6marrage d'une 
synthase in situ de ('oligonucleotide. 

Cette technique permet de remplacer avantageusement une 6tape de silanisation dans laquelle une 
monocouche est plus difficile d r6aliser, par un film de polym^re comportant une 6paisseur et un 
nombre de sites fonctionnels bien controls. 

Pour ce faire, on realise par 6lectropolymerisation des films d'un copolymSre comportant une 
proportion donn^e de pyrrole fonctionnalis6 par rapport au pyrrole. Ces films de polypyrrole, deposes 
sur une Electrode d'or, au lieu de silicium ou verre, montrent une fluorescence parasite d'intensite bien 
inferieure & celle observ^e avec les autres substrats. 

La fonctionnalisation peut se faire : 

1. sur Pazote du pyrrole par une fonction NH2 ou 

6poxy, par exemple : 



Ces fonctions peuvent servir £ la fois a 
1 'immobilisation de sondes et £ la synthase in 
situ ; 2. en position 1,2 ou 3 du pyrrole par une 
fonction oxyamine (R-ONH2) ou carbonyle (R, 
R , C=0 avec de pr6frence R-CH3)). Dans ce cas, 
ces fonctions servent uniquement a 
I'immobiliation de sondes. L'oligonucl6otide 
pr6sente de preference soit une fonction 
carbonyle, soit une fonction oxyamine selon le 
substrat. La reaction de couplage oxyamine 
carbonyle pr6sente I'avantage d'tre tres 
rapide et conduit £ des temps demobilisation 
inferieurs a 10 minutes, contrairement £ 

quelques heures comme dans le cas precedent ; 3. sur Tazote du pyrrole par un nucleotide 

comportant preferentiellement une base T. Cette 

fonctionnalisation sert £ ['immobilisation de 

sondes comportant un groupement psoralSne en 

5'. Ce groupement r£agit sous Taction de la 

lumi&re & 365 nm pour effectuer une 

cycloaddition entre la double liaison du 

psoraldne et ia double liaison 5,6 de la 

Thymine ; le temps de reaction est relativement 

rapide : environ 15 min. 
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